














of  tomato  cultivation  in  the  Mediterranean  region.  The  present  study  evaluates  the  effect  of 
Rhizophagus intraradices inoculation on tomato plant physiology and yield in response to progressive 
water deficit conditions. Two commercial products (Prod1 and Prod2) containing only R. intraradices 





withholding  irrigation.  Phenology,  plant  height,  stem  diameter,  chlorophyll  content  and 
fluorescence, whole canopy gas exchange, biomass production and partitioning and phosphorus 
content were investigated in inoculated and not inoculated tomato plants under well‐watered and 









According  to FAO  [1],  tomato  (Solanum  lycopersicum)  is  the second most  important vegetable 
crop, after potato, considering global production (about 164 million tons of fresh fruit harvested) and 
cultivated surfaces (4.7 million ha). For its high antioxidant content, it is recommended that an adult 
human eat  from 25  to 32 kg of  tomatoes per year  [2].  In  the Mediterranean region, where  tomato 
cultivation  requires  high water  and  fertilization  inputs,  agro‐techniques  should  be  improved  to 
increase  the sustainability of  tomato production while maintaining high yield  levels  to satisfy  the 
needs  of  a  growing  population  [3].  Under  the  current  climate  change  scenario,  the  increasing 









to  their ability  to  improve crop productivity and stress  tolerance  [8,11–14]. Among plant growth‐
promoting  microorganisms  (PGPM),  arbuscular  mycorrhizal  fungi  (AMF)  were  the  first  to  be 
identified and studied. AMF establish a mutualistic symbiosis with  the roots of most  land plants, 
including  tomato  [15], by  forming  in  the  root cortex  typical  intracellular  fungal structures, called 
arbuscules, which are thought to be the site of nutrient exchanges between the partners [16]. AMF, 
which are obligate biotrophs,  receive  carbon  compounds  from  the host plant  [17],  in  return  they 
provide water and low mobile nutrients (i.e., phosphorus) to the plant, extending its root depletion 
zone with their extra‐radical hyphae [18,19]. Increased tolerance to abiotic stress (drought, salinity, 
nutrient  deficiency,  heavy metals  and  adverse  soil  pH)  in mycorrhizal  plants  has  been widely 
described  in  literature  [20–25]  and  some  of  the  underlying  mechanisms  have  been  recently 
investigated  [26,27].  In  particular,  under  water‐deficient  environment,  modifications  in  root 













on  the growth  and production of one of  the most  common processing  tomato  cultivar  in Emilia 
Romagna  region, Zelig  (ISI Sementi, Fidenza,  Italyhttp://www.isisementi.com).  In order  to better 
understand  the  physiological  modification  induced  by  AMF  colonization  and  promote  the 





tomato  seedlings  inoculated  with  two  commercial  products  containing  R.  intraradices  at  two 
concentrations  (1% and 5% w/w) The best performing product was  then used  to set up a second 






The effects of methods of distribution and  concentration of  two commercial  formulations of 
Rhizophagus  intraradices  were  evaluated  in  a  preliminary  experiment  (Exp1).  Tomato  (Solanum 
lycopersicum cv ‘Zelig’) seeds were surface sterilized in sodium hypochlorite 3.5% for 10 min, washed 
in  sterile water,  and  then  put  on wet  paper  in  Petri  dish  to  germinate.  Plastic  plateau  (S40C, 
http://www.plastisavio.it/contenitori) with 83 cm3 of soil volume per plant and a final density of 245 
plants  m−2  were  filled  with  Sphagnum  peat  (Gartenmarkt, 
https://www.tuttogiardino.it/it/giardino/terriccio‐e‐concimi/34‐3121.html)  having  the  following 






(1) Prod1:  provided  by  MycAgro  (MYCII15ZAV#3,  Mycagro  Lab  sarl,  Dijon,  France 
http://www.mycagrolab.com)  a  granular  inoculum  containing  mineral  solid  particles  (clay, 
zeolite) with  R.  intraradices  propagules  (spores,  hyphae  pieces)  and mycorrhizal  root  pieces 
mixed with mineral support powder of roots and fungus R. intraradices (cost 100 € Kg−1); 








No  inoculum  was  added  to  the  substrate  for  non‐inoculated  plants  (M‐),  whilst  two 
concentrations of inoculum (1% and 5% w/w, resulting in 12 g and 60 g of inoculum per 1200 g of 
topsoil) were used  to  induce root colonization. Twenty plants per  treatment were  transplanted  in 
plastic plateau after germination and were grown in a greenhouse, with a temperature of 25 °C/21 °C 
day/night, 500 μmol m−2 s−1 PPFD and 16/8‐h light/dark photoperiod, and relative humidity of 60% ± 
10%.  From  germination  to  the  first  sampling  time  (40  days  after  sowing, DAS),  all  plants were 
watered twice per week with tap water and, once per week, with a modified Long‐Ashton nutrient 
solution [39] containing 300 μM inorganic phosphate (Table S1) until plateau water capacity (~ 600 
ml  per  plateau). A  total  of  40  plants  per  inoculum  (Prod1  and  Prod2) were  used  to  assess  the 
symbiosis development  at  40,  50,  60  and  70 DAS  (10 plants per  sampling day). Considering  the 
amount and the cost of each formulation and the average number of plants per square meter in an 
























Prod1  100  1%  0.05  20,000  0.01  200 
5%  0.23  4348  0.02  920 
Prod2  52  1%  0.05  20,000  0  104 













to minimize  evaporation  losses  from  the  soil  surface.  The  onset  of water  stress was monitored 
gravimetrically according to [40]. The Fraction of Transpirable Soil Water (FTSW) was calculated as 
follows:   





















Two  hundred  randomly  chosen  1  cm‐long  root  segments,  20  root  segments  from  10  plants 
representative of each experimental condition, were stained with 0.1% Cotton Blue in lactic acid at 
each sampling date in Exp1. Fungal colonization was then quantified according with the Trouvelot 
method  [42]  using  the  MYCOCALC  software  freely  available  at: 
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www.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalc‐prg/download.html.  Intensity  of  the  mycorrhizal 
colonization  in  the  root  system  (M%)  and  arbuscular  abundance  in  the  root  system  (A%) were 
calculated in this experiment. 
In  Exp2  the  fungal  colonization was  determined  at  the  end  of  the  experiment  (123  DAS) 
following  the  same  protocol  described  for  Exp1.  In  Exp2  the  root  system  was  split  into  two 

















(F0ʹ),  and  the  steady‐state  fluorescence  (Fs).  Photochemical  quenching  coefficient  (qP),  non‐
photochemical quenching coefficient (NPQ), the maximal quantum yield of PSII in the dark‐adapted 
state  (Fv/Fm), effective photochemical efficiency of PSII  (ФPSII) and electron  transport  rates  (ETR) 
were calculated according to the following Equations [43]:   
𝐹௩/𝐹௠  ൌ  ሺ𝐹௠ െ  𝐹଴ሻ𝐹௠   (2) 
2.3.3. Gas Exchange Measurements 
From 100 DAS to 120 DAS, tomato plants were enclosed in an open automated self‐assembled 
multi‐chamber  gas  exchange  apparatus,  as  described  in  [44].  The  system  enables  continuous 
recording of CO2 and H2O differentials for the entire duration of the experiment. The air flow entering 
in  each  sampling  chamber  is  measured  upstream  each  chamber  in  order  to  calculate  net 
photosynthetic and transpiration rate and regulated according to plant leaf area in order to prevent 
CO2 and H2O stagnation inside the sampling chamber. In Exp2 the air flow rate in the chambers was 
set at 0.0015 m3 s−1. The polyethylene  sampling  chambers had a volume of 0.068 m3 ± 0.008,  so a 
complete volume air change occurred approximately every 50 second. Diurnal direct and diffuse light 


















𝑆𝐿𝐴 ൌ 𝑙𝑒𝑎𝑓 𝑎𝑟𝑒𝑎 ሺ𝑐𝑚ଶሻ𝑑𝑟𝑦 𝑙𝑒𝑎𝑓 𝑚𝑎𝑡𝑡𝑒𝑟 ሺ𝑔ሻ  (3) 




















concentration  (Figure  2B). With Prod2 M%  increased  linearly  from  the  first  (40 DAS)  to  the  last 
sampling time (70 DAS) without significant differences between product concentrations. With Prod1 
M%  started  later,  at DAS  50  at  the  highest  concentration  (5%)  and  at  60 DAS  at  1%,  but  then 
progressed linearly at a rate similar to that measured with Prod2. At 70 DAS, M% was higher using 
Prod2 (at both concentrations) than using Prod1 at 1% (M% = 28) and Prod1 at 5% (M% = 47). 
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and drought stress. At  the end of  the experiment  (123 DAS),  frequency of mycorrhization of root 





The average  time course of soil water deficit of M+  (mycorrhizal) and M‐  (non‐mycorrhizal) 












the  gas  exchange  apparatus  (100–120 DAS),  SPAD  values  increased  for M+  plants  and  slightly 
decreased  for M‐ ones  (Figure 3A). All WW plants showed no significant change of SPAD values 
during  the  experiment  (Figure  3A). Maximum  quantum  yield  (Fv/Fm),  photosystem  II  efficiency 
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dark‐adapted  state  (Fv/Fm);  (C)  effective  photochemical  efficiency  of  PSII  (ФPSII),  (D)  electron 





























A  similar  trend was  observed  for mean daily  transpiration  rate  (E;  Figure  4B). Under WW 





was higher  in M+ plants  (2.8  μmol CO2/mmol H2O)  than  in M‐ ones  (1.3  μmol CO2/mmol H2O) 









Figure 5. Daily net photosynthetic  rate  (A,D,G,J),  transpiration  rate  (B,E,H,K), and whole‐canopy 
WUEi (C,F,I,L) recorded at 0.77 (101 DAS), 0.56 (106 DAS), 0.34 (113 DAS) and 0.28 FTSW (120 DAS) 





for M+  (11.1 μmol m2  s−1) and M‐ plants  (7.8  μmol m2  s−1, Figure 5A). Daily E was also  constant 
throughout the day for M+ and M‐ plants (3.1 mmol m2 s−1 and 4.5 mmol m2 s−1, respectively) (Figure 
5B). Therefore, wcWUEi was  constant  throughout  the day without  significant differences between 
water treatments but with significant differences between the mycorrhization treatments (p < 0.05, 
Figure 5C). 
























WW  conditions M‐  plants  had  lower  value  of  wcWUEi  compared  to M+  ones.  wcWUEi  increased 
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lower in M+ plants than in M‐ ones. In addition, fresh weight of tomato fruits was higher in M+ WW 









WW  WS  Inoculation  Water Treatment  I × W 
Plant Height (cm)   





M+ *  52.5  45.8      
   A  A          
Stem Diameter 
(mm) 






M+  6.61  7.15      
   A  B          
N Flower Branches Plants−1 






M+ *  3  1.6      
   A  B          
N Fruit   
Flower Branch−1 






M+ *  0.8  1.5      
   A  A          
Mean Single Fruit   
Fresh Weight (g)   






M+ *  25.3  22.8      
   A  A          
Mean Total Fresh Weight of 
Fruit (g) 
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Table 3. Aboveground (ABG) dry matter (g plant−1), belowground (BG) dry matter (g plant−1), root to 



















M+ *  7.31  6.02       
  A  A       
BG Dry Matter 
(g plant−1) 






M+ *  0.73  0.65       
  A  A       
Root/ Shoot 






M+ *  0.10  0.11       










M+ *  8.04  6.66       
  A  A       
SLA 
(cm2 g−1) 






M+ *  118.8  127.8       
  A  A       
LAR 
(cm2 g−1) 






M+ *  40.9  32.02       







(p < 0.05, Figure 7A) and by water  treatment  (p < 0.05, Figure 7A), but no  statistically  significant 
interaction mycorrhization x water  treatment was  found. M+ plants had  leaf area higher  than M‐ 
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significant  differences  between water  treatment  (p  <  0.05), whilst  asterisks  represent  statistically 
significant differences between M+ and M‐ plants (p < 0.05). (B) blue histogram represents M‐ WW 























homogeneous  inoculation  through  “a”  mode  of  distribution  was  the  physical  structure  of  the 
products used. In fact, being Prod1 a granular inoculum, it was difficult to mix it homogeneously 
with peat and to distribute in the plateau. Prod2, on the other hand, being a powder formulation, was 




soil microbial  community,  or  adverse  weather  conditions  at  transplant  in  open  field,  or  roots 
structure, prevented AMF symbiosis.     






tomato  physiology  decreasing  the  vegetative  period  and  increasing  of  8.5%  the  tomato  fruit 




as  the  shortage  of  the  vegetative  period  and  the  increase  in  tomato  fresh  fruit  production.  The 






in  tomato  fruits  [53,54] and  leaves,  in particular genes  involved  in defense process,  transport and 
hormonal metabolisms  [55,56]  as well  as  in  lignin  synthesis  [15]. As  previously mentioned,  the 
beneficial effects of AM symbiosis observed during  this experiment are  the basis of an economic 
feasibility  study  aiming  at  the  promotion  of  production  and  commercialization  of mycorrhizal 
tomato plantlets.   
The Eco physiological beneficial effects were all related to the photosynthetic performances of 
AM  tomato plants  compared  to  the non‐inoculated ones during a progressive drought  stress.  In 
particular, the main effects were related to the efficiency of PS2, chlorophyll content and gas exchange 
that determined higher WUE under drought stress.   








together with high PS2  efficiency, high ETR, high  Fv/Fm  and  low NPQ,  confirm  for  tomato  the 











induced  by AM  symbiosis  but we  did  not  have  this  experimental  evidence  in  our  experiment. 
Surprisingly, high Pn values of M+ plants did not lead to high total dry biomass production (Table 





The  effect  of AM  symbiosis  on drought  tolerance  is  reflected  on  stomatal  conductance  and 














positive  relationship between AMF‐mediated P absorption and  shoot P  content  enhanced by  the 




Therefore,  longer  reproductive  period  led  to  higher  number  of  floral  branches  in  M+  plants. 
Surprisingly, the expected number of fruits per branches of M+ plants was lower than of M‐; it could 
be due to the adverse conditions that tomato M+ plants had during the experiment where flowering 
was  limited  by  lack  of wind  inside  the  greenhouse.  Further  investigations  are  needed  to  better 




















27%  if compared  to drought stressed not  inoculated  tomato plants. Considering also  the positive 
physiological effect of R. intraradices in alleviating drought stress, the use of AMF seems a promising 
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